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1   Introduzione 
 
 
 
1.1 Anticorpi neutralizzanti 
La patogenesi delle infezioni è il risultato dell’interazione tra le capacità invasive 
dell’agente infettante stesso e le difese dell’ospite. Per una corretta comprensione dei 
meccanismi patogenetici di un microrganismo è importante quindi la conoscenza sia dei 
meccanismi molecolari del microrganismo, sia quella dei meccanismi attuati dall’ospite 
per contrastarne la diffusione; in particolar modo se consideriamo microrganismi che per 
la propria replicazione dipendono dalle cellule dell’ospite e che pertanto devono adattarsi 
totalmente alle condizioni dell’ospite stesso, come ad esempio i virus [Antonelli et 
al.,2012]. 
Le risposte immunitarie innata e specifica ai virus mirano a bloccare l’infezione 
eliminando le cellule infettate. In particolare, l’immunità specifica alle infezioni virali è 
mediata sia dai linfociti T citotossici che eradicano l’infezione uccidendo le cellule 
infettate, sia dagli anticorpi. Questi ultimi possono venire prodotti ed essere efficaci contro 
i virus solo in due momenti specifici dell’infezione: nella fase precoce dell’infezione, 
ovvero prima della penetrazione del virus nelle cellule bersaglio; oppure quando un virus 
viene liberato in seguito alla lisi delle cellule infettate [Abbas et al.,2010]. 
Le funzioni svolte dagli anticorpi nel corso di un’infezione virale sono molteplici, 
basti pensare alla loro collaborazione con gli elementi dell’immunità cellulare oppure alla 
prevenzione dell’infezione di nuove cellule da parte di virioni liberi, il quale costituisce 
probabilmente il meccanismo più importante [Antonelli et al.,2012]. In effetti, gli  
anticorpi antivirali svolgono principalmente un’azione neutralizzante prevenendo 
l’adesione e l’ingresso del virus nella cellula bersaglio attraverso il loro legame a proteine 
di superficie del virus, ovvero quelle impegnate nei processi di interazione con i recettori 
delle cellule bersaglio. In generale, per legarsi e quindi neutralizzare, all’anticorpo è 
sufficiente la sola regione di legame per l’antigene. Quindi la neutralizzazione può essere 
esercitata da anticorpi di qualsiasi isotipo circolanti o presenti nelle secrezioni mucose, la 
maggior parte degli anticorpi (Ig) neutralizzanti appartiene rispettivamente alle classi IgG 
e IgA. Le IgA secretorie svolgono un ruolo importante nella neutralizzazione dei virus che 
penetrano attraverso le mucose respiratoria e intestinale. L’immunizzazione intestinale nei 
confronti del poliovirus agisce proprio inducendo immunità a livello delle mucose [Abbas 
et al.,2010]. 
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In generale, diverse sono le modalità con cui possono, tali anticorpi, esplicare la loro 
attività neutralizzante [Antonelli et al.,2012]. Gli anticorpi diretti contro queste proteine 
interferiscono con la capacità dei microrganismi di interagire con i loro recettori cellulari, 
rappresentando un esempio di inibizione per impedimento sterico esplicato dagli anticorpi. 
Questa ipotesi prescinderebbe dagli epitopi riconosciuti dagli anticorpi sulle diverse 
proteine virali [Antonelli et al.,2012]. In altri casi gli anticorpi si legano ad un 
microrganismo alterando la conformazione della sua superficie, che non sarà più in grado 
di interagire con i recettori cellulari. Questo è un classico esempio di effetto allosterico 
esercitato dagli anticorpi [Abbas et al.,2010]. Studi molecolari e strutturali della risposta 
umorale nel corso di infezioni virali persistenti hanno dimostrato come non basti la 
presenza di anticorpi diretti contro le proteine di superficie del virus per limitarne 
l’infettività ma che piuttosto siano di fondamentale importanza gli specifici epitopi 
riconosciuti da ogni clone anticorpale. In altre parole, anticorpi diretti contro la stessa 
proteina possono avere diversa attività neutralizzante perché riconoscono epitopi con 
diversa importanza nei meccanismi di interazione fra il virus e la cellula bersaglio, 
definendo così che gli anticorpi neutralizzanti più efficaci sono quelli dotati di elevata 
affinità per uno o più particolari epitopi dell’antigene [Abbas et al.,2010; Antonelli et 
al.,2012]. 
 
1.2 Diagnosi delle infezioni virali 
Alla base di un efficace monitoraggio del decorso dell’infezione e trattamento di 
una patologia è importante una rapida diagnosi della malattia e del suo agente eziologico. 
Per secoli, la mancanza di idonei mezzi diagnostici ha fatto sì che le infezioni virali 
venissero diagnosticate solamente sulla base delle loro manifestazioni cliniche; il 
successivo continuo sviluppo di metodi diagnostici di laboratorio ha permesso di 
determinare una diagnosi sempre più precisa e un corretto inquadramento delle infezioni 
virali [Antonelli et al.,2012]. 
La diagnosi di laboratorio può essere eseguita sfruttando sia un approccio diretto, 
che prevede l’utilizzo di tecniche atte all’identificazione del virus direttamente nel 
campione clinico (metodi microscopici, metodi immunoenzimatici, metodi molecolari, 
isolamento virale), sia un approccio indiretto o sierologico, che si avvale di metodi in 
grado di rilevare nel siero dei pazienti la presenza di anticorpi diretti contro specifici 
antigeni virali. La diagnosi sierologica viene preferita alla ricerca diretta del virus nelle 
infezioni  virali  che  non  prevedono  fasi  viremiche  importanti  o  per  le  quali  è   stata 
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documentata una scarsa produzione di virus o di antigeni virali da parte  del tessuto 
infetto. La sierodiagnostica trova un importante ruolo anche dove vi è la necessità di 
acquisire la garanzia, attraverso il riscontro di un movimento immunitario specifico, che 
un determinato microorganismo di dubbia patogenicità, isolato culturalmente  dal 
paziente, rivesta un effettivo ruolo eziologico. 
La risposta umorale virus-specifica, ovvero la produzione di anticorpi, riveste un 
ruolo importante nell’ambito della diagnosi delle infezioni virali in quanto precocemente  
e agevolmente dosabile nel corso dell’infezione. Infatti, la diagnosi sierologica di 
infezione virale si basa, ad esempio, sulla ricerca di anticorpi antivirali delle classi IgM 
che compaiono precocemente nel corso di un’infezione, indicando un eventuale infezione 
recente o in atto. Ove non sia possibile analizzare la classi degli anticorpi è utile 
dimostrare un incremento del titolo anticorpale verso uno o più antigeni virali nel corso 
dell’infezione. Le tecniche immunologiche per la ricerca di anticorpi antivirali diretti 
contro antigeni virus-specifici comprendono diversi saggi, tra cui saggi di legame 
immunoenzimatici e saggi funzionali come la reazione di neutralizzazione. 
Il saggio di legame immunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay) o EIA (Enzyme ImmunoAssay) è un immunodosaggio indicato per la 
determinazione degli anticorpi nel campo della sierologia infettiva basato sull’interazione 
specifica degli anticorpi con gli antigeni corrispondenti e successiva rilevazione del 
complesso antigene-anticorpo tramite variazione colorimetrica quantificabile con 
l’utilizzo di uno spettrofotometro, vedi Figura 1. Data la possibilità di automatizzazione e 
l’alta sensibilità e specificità, tali metodi immunoenzimatici vengono, ove possibile, 
preferiti ad altri tipi di saggio. 
 
 
Figura 1 Test ELISA 
(https://www.thermofisher.com) 
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Il saggio di neutralizzazione, al contrario dei saggi di legame immunoenzimatici che 
determinano la rilevazione in toto (IgM e IgG) di anticorpi in un campione clinico di 
paziente, misura la capacità degli anticorpi eventualmente presenti nel campione di 
bloccare l’attività virale, Figura 2. In particolare, la capacità neutralizzante degli anticorpi 
viene messa in evidenza attraverso l’inibizione specifica della capacità di indurre 
alterazioni morfologiche visibili con microscopia ottica (effetto citopatico, EC) in colture 
cellulari idonee da parte di un determinato virus. Il titolo neutralizzante correla molto bene 
con la protezione nei confronti di un’infezione virale pertanto tale saggio viene definito il 
“gold standard” delle metodiche sierologiche. Tuttavia l’alto costo e l’elevata laboriosità 
lo rendono poco utilizzato [Antonelli et al.,2012]. 
 
 
Figura 2 Ruolo degli Ab neutralizzanti 
(http://www.dbcf.unisi.it/sites/st13/files/allegatiparagrafo/22-07-2013/06_diagnostica.pdf) 
 
 
Se ad oggi nei laboratori vengono maggiormente utilizzati saggi immunoenzimatici 
in quanto automatizzabili e standardizzabili e in quanto altamente specifici e sensibili, 
bisogna comunque considerare che la presenza di un’estesa attività crociata tra virus 
appartenenti alla stessa famiglia (sierotipi) può, qualora sia indispensabile individuare il 
sierotipo coinvolto nella specifica infezione, rendere difficoltosa la ricerca degli anticorpi 
virus-specifici. Ulteriormente, la definizione dei sierotipi virali è uno strumento utile in 
termini di classificazione ed è anche di potenziale importanza per lo sviluppo di vaccini 
[Flint et al.,2000]. 
Presso l’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana viene attualmente effettuato il 
saggio di neutralizzazione, sfruttando la linea cellulare KB, per Coxsackievirus di tipo B  
e per Poliovirus, appartenenti alla famiglia delle Picornaviridae, genere Enterovirus. Per 
quanto riguarda Poliovirus, tale diagnosi viene effettuata utilizzando il ceppo vaccinale a 
virus ucciso, a seguito della distruzione di tutti i ceppi di laboratorio e campioni biologici 
con poliovirus infettivo conseguente alla dichiarazione dell’Europa zona “Polio-free”. 
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Nell’ambito di questa tesi, oltre a ottimizzare aspetti del saggio di neutralizzazione 
per Coxsackievirus di tipo B e Poliovirus sfruttando altre linee cellulari come le Vero e le 
BGM, si è cercato di mettere appunto un saggio di neutralizzazione per Herpesvirus di 
tipo 1 e 2, appartenenti alla famiglia delle Herpesviridae. 
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1.3 Famiglia delle Picornaviridae 
Il nome "Picornaviridae" deriva da “pico” che significa piccolo e RNA con 
riferimento alla molecola costituente il loro genoma. 
 
1.3.1 Struttura 
I picornavirus presentano un capside icosaedrico senza involucro di 28-30 nm di 
diametro, composto da 4 proteine strutturali (VP1, VP2, VP3, VP4), ognuna presente in 
60 copie. L’assenza dell’envelope lipidico e del pericapside è una caratteristica che li 
rende stabili a ph acido (compreso tra 3 e 9), a temperature fino a 50°C e a numerosi 
detergenti, inclusi gli eteri [La Placa M et al., 2008]. 
L’unità costituente il capside è il protomero che contiene una copia delle 4 proteine 
strutturali. L’aggregazione di 5 protomeri forma ciascuno dei 12 pentameri la cui parte 
centrale occupa i 12 vertici dell’icosaedro, Figura 3. 
 
 
 
Figura 3 Simmetria icosaedrica del virione dei Picornaviridae 
(http://www.microbiologiatorvergata.it/download/slides_2009/Picornavirus.pdf) 
 
 
 
VP1, VP2, VP3 formano il rigido guscio esterno, VP4 si trova internamente a una 
stretta depressione della struttura, denominata “canyon” che corre intorno ai 12 vertici e 
che non permette l’ingresso di molecole anticorpali. All’interno di esso avviene 
l’interazione della VP4 con il recettore cellulare specifico. 
La struttura definitiva del capside icosaedrico è data dall’interazione dei 12 
pentameri con il genoma virale. Il genoma dei Picornavirus è a RNA (Ribovirus), delle 
dimensioni di 7-8 Kb [La Placa M et al., 2008; Antonelli et al., 2012], più precisamente 
costituito  da un singolo  filamento  a polarità positiva ovvero  di senso  identico  a quello 
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dell’RNA messaggero (mRNA) delle cellule eucariotiche, e perciò “infettante”: l’acido 
nucleico può funzionare subito come mRNA traducibile in una poliproteina dai ribosomi 
cellulari e come stampo per la replicazione virale. 
L’organizzazione genomica, Figura 4, comprende una fase di lettura aperta 
codificante (ORF) di 7000-8000 nt, preceduta da una sequenza non tradotta nella regione 
5’ e seguita da un tratto non codificante in 3’. L’ORF è costituito da tre regioni contigue, 
P1, P2, P3, che codificano P1 per le proteine capsidiche VP1-4, P2 per la proteasi A2 e 
altre proteine non strutturali, P3 per VPg, per la proteasi 3C e la RNA polimerasi 3D. 
 
 
 
Figura 4 Organizzazione genomica dei Picornaviridae 
(https://air.unimi.it/retrieve/handle/2434/215690/262545/phd_unimi_R08706.pdf) 
 
 
All’ uridina in posizione 5’ terminale dell’RNA genomico è legata covalentemente 
la proteina VPg (Virion Protein genome linked). VPg non è indispensabile  per 
l’infettività, ma è presente sia sulle catene nascenti di RNA sia sull’intermedio a polarità 
negativa; ciò ha suggerito che VPg abbia un ruolo durante la replicazione del genoma 
virale. Nella sequenza 5’ non tradotta, le strutture secondarie assunte dall’RNA 
contengono all’interno una sequenza IRES (internal ribosoma entry site) che promuove il 
legame diretto dei ribosomi cellulari a prescindere dall’estremità 5’ dell’mRNA  virale 
che non presenta la struttura cap tipica degli mRNA eucariotici. 
 
1.3.2 Replicazione 
L’interazione specifica recettore cellulare-antirecettore virale permette l’ingresso e 
la liberazione del genoma nel citoplasma della cellula ospite. L’internalizzazione del 
virione può avvenire tramite endocitosi mediata da recettore e la scapsidazione all’interno 
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del fagolisosoma è favorita dall’acidità endosomiale. Nel caso di Poliovirus, esso può 
penetrare anche per traslocazione diretta dell’RNA attraverso la  membrana 
citoplasmatica. 
 
 
 
Figura 5 Replicazione dei Picornaviridae 
(http://www.virologia.unipi.it/virus/picornavirus.html) 
 
 
 
Il genoma virale una volta nel citoplasma viene tradotto sfruttando le strutture della 
cellula ospite che presiedono alla sintesi proteica: i ribosomi non scansionano l’RNA 
virale dall’estremità 5’-UTR a causa della mancanza del CAP, ma si legano all’IRES. 
Dalla traduzione del filamento di RNA virale si ottiene la sintesi di una  
poliproteina, subito proteoliticamente clivata da proteinasi virali, 2A e 3C, appena 
sintetizzate e rilasciate dalla poliproteina tramite autoclivaggio a dare proteine precursori 
P1, P2 e P3. La proteolisi di questi frammenti dà luogo alcuni importanti prodotti come la 
RNA polimerasi- RNA dipendente, in grado di replicare il genoma virale. A partire dal 
poli A 3’ terminale, viene trascritto un intermedio replicativo a polarità negativa e poi, da 
questo, in quantità molto maggiori vengono prodotti i genomi a polarità positiva. Gli 
RNA virali neoformati sono a loro volta tradotti e replicati fino all’accumulo nel 
citoplasma della cellula infettata di un’enorme quantità di proteine e genomi virali. Come 
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la concentrazione delle proteine aumenta, una frazione crescente del RNA a polarità 
positiva viene impaccata nei virioni, vedi Figura 5. 
L’accumulo delle particelle virali e la sofferenza cellulare portano, in tempi  
variabili dopo l’infezione, alla liberazione dei virioni di progenie per lisi cellulare. 
 
1.4 Genere Enterovirus 
Alla famiglia Picornaviridae appartengono gli Enterovirus (ENTV), il secondo più 
comune agente infettivo per la specie umana, in grado di infettare anche numerose specie 
animali. Essi infettano l’ospite attraverso le vie respiratorie o l’apparato gastrointestinale, 
diffondendo nell’epitelio intestinale; si replicano preferenzialmente quindi nell’apparato 
digerente, pur potendo provocare malattie a carico di molti distretti. L’uomo è l’unico 
ospite naturale degli ENTV umani [La Placa M et al., 2008]. Gli ENTV hanno un periodo 
di incubazione variabile tra 2 e 10 giorni, e possono essere isolati nell’ orofaringe e nelle 
feci per settimane dopo l’infezione. Essi penetrano nelle cellule legandosi a specifiche 
proteine della membrana, diverse secondo la specie. La presenza o assenza di queste 
proteine che fungono da recettori determina il tropismo dei vari ceppi virali e la  
patogenesi delle malattie che causano. 
Gli ENTV sono molto variabili per specie e sierotipo. Fino agli anni sessanta erano 
classicamente divisi in tre specie: 
- Poliovirus (PV), comprendente i tre sierotipi agenti eziologici della poliomielite 
paralitica umana; 
-Coxsackievirus (CV), Il cui periodo di incubazione è altamente variabile, tra 2 e 35 
giorni; la sintomatologia può durare fino a 2 settimane [La Placa M et al., 2008]; 
- Echovirus (ECHO: Enteric Cytopathogenic Human Orphan; isolati in soggetti sani, 
quindi si tratta di virus “orfani” di una patologia). 
 
Gli altri virus patogeni per l’uomo della famiglia delle Picornaviridae erano classificate 
nei generi Hepatovirus e Rhinovirus. Nel 2008, nel genere ENTV sono stati classificati, 
oltre ai numerosi genotipi di ENTV di nuova identificazione, tutti i 99 sierotipi noti del 
genere Rhinovirus. 
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1.4.1 Patogenesi degli Enterovirus 
Le patologie umane causate dagli ENTV sono molto varie e presentano sintomi e 
tempi di incubazione differenti. 
Dopo una fase di moltiplicazione nelle cellule epiteliali della mucosa faringea e di 
quella intestinale, l’infezione si propaga al tessuto linfoide associato alle mucose, come le 
placche del Peyer. Di qui progredisce verso i linfonodi satelliti fino a provocare una 
diffusione ematica (prima viremia). In alcuni casi, dopo un’ulteriore moltiplicazione nelle 
cellule fisse e mobili del sistema reticoloendoteliale, e una “seconda viremia” i virus 
possono arrivare ad organi-bersaglio quali il sistema nervoso centrale. 
 
 
Figura 6 Patogenesi degli ENTV 
(www.med.unipg.it) 
 
 
Di norma l’infezione rimane subclinica, caratterizzata da moltiplicazione virale a 
carico della sede iniziale di infezione (orofaringe, intestino). In un certo numero di 
soggetti però, e con frequenza variabile in relazione ad una serie numerosa di fattori, vi è  
la possibilità che i vari ENTV diffondano nell’organismo. In tal caso essi possono dare 
origine ad una grande varietà di sintomi morbosi [La Placa M et al., 2008]. La  
circolazione nel torrente linfatico, successiva alla massiccia replicazione nell’intestino, 
permette quindi al virus di arrivare, dopo un periodo di incubazione, agli organi bersaglio 
secondari come la cute, il cervello, il sistema nervoso centrale, l’encefalo, le meningi, il 
fegato e il cuore, Figura 6. 
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1.5 Tropismo cellulare e tissutale dei Picornaviridae 
I recettori cellulari sono noti per la maggior parte dei picornavirus:  molti di essi 
sono proteine di membrana appartenenti alla super famiglia delle immunoglobuline 
oppure sono molecole di adesione intercellulare come le ICAMs. Diversi picornavirus 
legano diversi recettori determinando il loro tropismo cellulare, Figura 7. 
 
 
 
 
Figura 7 Recettori legati dai Picornaviridae 
(https://air.unimi.it/retrieve/handle/2434/215690/262545/phd_unimi_R08706.pdf) 
 
 
I CV, ad esempio, possono legarsi a ICAM-1, una glicoproteina espressa sulle 
superfici di una varietà di cellule (epiteliali, endoteliali, fibroblasti). Ulteriormente, per 
infettare i cardiomiociti sfruttano una proteina integrale di membrana, il Coxsackie and 
Adenovirus receptor (CAR) [Freimuth P et al., 1998] (utilizzato anche dagli Adenovirus, 
ADV [Bergelson JM et al., 1997]), e il co-recettore “Decay-Accelerating Factor” (DAF),  
i quali permetterebbero il riconoscimento e l’adsorbimento del virus agendo 
sinergicamente [Bergelson JM et al., 1997]. 
Il recettore CAR è una glicoproteina di membrana di 46 kDa localizzata, in 
condizioni normali, soprattutto a livello dei dischi intercalari del tessuto muscolare 
cardiaco [Selinka HC et al., 2004]. In quanto appartenente alla superfamiglia delle 
immunoglobuline presenta due domini extracellulari D1 e D2, del tutto simili a quelli 
delle immunoglobuline [Liu PP et al., 2000] attraverso i quali, probabilmente, avviene 
l’adsorbimento dei virus alla cellula. 
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L’efficienza di internalizzazione dei Coxsackievirus nelle cellule target è aumentata 
dall’interazione con il co-recettore DAF [Bergelson et al., 1994]. Si tratta di una proteina 
regolatoria del complemento di 72 kDa facente parte delle GPI-Aps. Sono note due 
principali forme del DAF, frutto di splicing alternativo, una delle quali è una proteina di 
membrana e l’altra una proteina solubile, espressa a livelli inferiori rispetto alla prima 
[Osuka F et al., 2006]. DAF è abbondantemente espresso a livello delle cellule epiteliali  
ed endoteliali [Selinka HC et al., 2004]. 
Poiché CAR è espressa nelle giunzioni strette basolaterali, tale recettore non è 
facilmente accessibile al virus. La proteina DAF essendo invece abbondantemente  
espressa sulla superficie apicale delle cellule, può fornire il primo contatto con il virus 
[Selinka HC et al., 2004]. L’adsorbimento del virus al recettore DAF sulla superfice 
apicale delle cellule causa l’attivazione di una cascata del segnale tramite particolari 
enzimi (Abl e Fyn) che portano ad un riarrangiamento dell’actina citoscheletrica e uno 
scorrimento del recettore sulla membrana sino alle giunzioni strette dove è localizzato il 
recettore CAR [Yajima T et al., 2009]. La formazione di un complesso recettoriale CAR- 
DAF causa l’internalizzazione sinergica dei virus in vescicole endocitotiche del diametro 
di circa 50 nm, definite caveole [Tagawa A et al., 2005]. 
 
 
 
 
Figura 8 Internalizzazione dei CV 
(Yajima T, Knowlton KU, 2009) 
 
 
Per quanto concerne PV, il loro recettore conosciuto anche come CD155 (HveD, 
Necl-5, NECL5, "nectin-like 5", Tage4), è stato clonato e sequenziato e ciò ha rivelato 
che  si tratta di una proteina  integrale di membrana,  membro  della  superfamiglia   delle 
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immunoglobuline con tre domini extracellulari “Ig-like”, il primo dei quali contiene  il 
sito di legame per PV [Yongning He et al., 2000], Figura 9. 
 
 
 
Figura 9 Recettore legato dai PV 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC26619/figure/F1) 
 
 
 
 
Le cellule di vari distretti corporei nell’uomo esprimono tale recettore e pertanto 
possono essere infettate ed uccise dal virus. Tuttavia nonostante l’espressione del 
recettore CD155 influenzi la distribuzione dell’infezione, sembra esistere una non  
perfetta correlazione tra l’espressione del recettore in un particolare tessuto e la 
distribuzione del virus in quel tessuto. Ad esempio i livelli di CD155 espresso sono più 
alti nel fegato, nei polmoni e nel cuore piuttosto che nel cervello, tessuti viscerali non 
normalmente infettati dal PV [Nomoto A.,1994]. Quindi altri fattori, oltre al CD155, 
presentano un ruolo importante nel determinare la distribuzione dell’infettività virale 
[Deatly A.M.,1998]. Includono la via d’ingresso del virus, fattori specifici della cellula e 
del tessuto-ospite ed elementi del genoma virale. Anche le proteine del capside  virale, 
che interagiscono con il recettore cellulare, possono influenzare il tropismo. 
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1.6 Famiglia delle Herpesviridae 
Le manifestazioni patologiche delle infezioni da herpes virus sono conosciute fin 
dall’antichità, infatti il nome “herpes” deriva da una parola greca che significa 
“insinuarsi”. 
La famiglia delle Herpesviridae comprende molti virus. Gli herpes virus sono in 
generale un gruppo diversificato di virus a DNA di notevoli dimensioni, caratterizzati da 
una comune morfologia del virione, strategia replicativa e capacità di instaurare infezioni 
latenti/ricorrenti e litiche e, nel caso del virus Epstein-Barr (EBV) e herpes virus umano 
di tipo 8 (HHV-8), anche immortalizzanti e con potenziale oncogenico. 
Sulla base delle differenze nelle caratteristiche virali (struttura del  genoma, 
tropismo tissutale, effetto citopatico e sede d’infezione latente) e sulla base della 
patogenesi e sintomatologia della malattia, gli herpes virus umani sono stati suddivisi in 
tre sottofamiglie: 
 Alphaherpesvirinae, a cui appartengono il virus dell’herpes simplex di tipo 1 e 2 
(HSV-1 e -2), il virus della varicella-zoster (VZV); 
 Betaherpesvirinae, a cui appartengono il citomegalovirus umano (HCMV), gli 
herpesvirus umani di tipo 6 e 7 (HHV-6 e -7); 
 Gammaherpesvirinae, a cui appartengono EBV e l’herpesvirus umano di tipo 8 
(HHV-8). 
 
1.6.1 Struttura 
Gli herpes virus presentano un virione relativamente grande di 150-250 nm di 
diametro, Figura 10. 
 
 
Figura 10 Virione degli herpes virus 
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Sono provvisti di un involucro lipoproteico (envelope o pericapside) proveniente 
dalle membrane (nucleare e citoplasmatica) della cellula ospite. L’envelope è provvisto di 
proiezioni glicoproteiche codificate dal virus la cui composizione varia notevolmente 
nell’ambito della famiglia delle Herpesviridae. Anticorpi diretti contro le glicoproteine 
dell’involucro hanno effetto neutralizzante nei confronti dell’infettività. Come tutti i virus 
provvisti di pericapside, gli herpes virus sono sensibili agli acidi, ai solventi, ai detergenti 
e all’essiccamento. 
Presentano un capside icosaedrico di circa 100 nm di diametro costituito da 162 
capsomeri prismatici distinti in esoni e pentoni. Lo spazio compreso tra capside e 
pericapside è detto tegumento e contiene proteine ed enzimi virali che favoriscono 
l’inizio della replicazione. 
Il capside icosaedrico circonda un core caratterizzato da proteine attorno alle quali è 
avvolto il DNA virale di 120 e 200 Kbp di lunghezza. I genomi degli herpes virus sono 
lineari, a doppio filamento, con corte sequenze di basi ripetute, dirette o invertite, che 
delimitano regioni uniche del genoma: la regione unica lunga (UL) e la regione unica 
breve (US), Figura 11. 
 
 
Figura 11 Organizzazione del genoma degli herpes virus 
In viola, sequenze di DNA ripetute dirette; in verde, sequenze di DNA ripetute invertite. 
(http://universita.elsevier.it/cm/img/murray/00053/L3L1_H7G.jpg) 
 
 
La presenza di sequenze invertite ripetute garantisce a HSV, VZV e CMV la 
ricombinazione del genoma stesso in modo da formare degli isomeri. I genomi di HSV  e 
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CMV hanno due sezioni, la UL e la US, ciascuna interrotta da due gruppi di sequenze 
invertite ripetute di DNA. Le sequenze ripetute invertite facilitano la replicazione del 
genoma, ma permettono anche che UL e US si invertano indipendentemente, così da 
fornire 4 differenti configurazioni, o isomeri. VZV ha una sola sequenza invertita  
ripetuta, perciò può generare solo due isomeri. EBV esiste in una sola configurazione,  
con differenti regioni uniche circondate da sequenze ripetute dirette. 
 
1.6.2 Replicazione 
Il ciclo replicativo degli herpes virus inizia con l’interazione tra glicoproteine virali 
e recettori presenti sulla superficie di cellule bersaglio. 
Il pericapside, tramite un processo di fusione con la membrana plasmatica, libera il 
nucleocapside nel citoplasma che viene trasportato ad un poro nucleare dove si ha la sua 
denudazione ed il rilascio e la circolazione del genoma virale nel nucleo. Enzimi e fattori 
trascrizionali sono portati all’interno della cellula dal tegumento del virione, Figura 12. 
 
 
 
 
Figura 12 Replicazione degli herpes virus 
(https://en.wikipedia.org/wiki/Herpes_simplex_virus#/media/File:HSV_replication.png) 
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La trascrizione del genoma degli herpes virus e la sintesi delle proteine si 
realizzano con una modalità coordinata e organizzata in 3 fasi: vengono inizialmente 
sintetizzate le proteine precocissime (α) in grado di legare il DNA cellulare regolando la 
trascrizione genica; successivamente vengono sintetizzate le proteine precoci (β) che 
comprendono fattori trascrizionali ed enzimi, compresa la DNA polimerasi virale; infine, 
a seguito della replicazione del DNA virale sono sintetizzate le proteine  tardive  (γ) 
ovvero proteine strutturali. Il genoma virale è trascritto dalla RNA-polimerasi DNA- 
dipendente cellulare sotto il controllo di fattori virali e fattori nucleari cellulari, 
l’interazione di tali fattori determina se l’infezione sarà litica, latente o persistente. 
La replicazione del genoma è attuata da una DNA polimerasi virale bersaglio di 
farmaci antivirali. 
I procapsidi si assemblano vuoti nel nucleo e sono riempiti di DNA virale, 
acquisiscono il pericapside a livello della membrana nucleare o del Golgi . Segue poi la 
fuoriuscita dei virioni maturi dalla cellula o per esocitosi o attraverso lisi cellulare. La 
citolisi è il risultato di: 
- inibizione virus-indotta della sintesi delle macromolecole cellulari; 
- Degradazione del DNA cellulare; 
- Permeabilizzazione della membrana; 
- Distruzione del citoscheletro. 
 
 
1.6.3 Virus herpes simplex (HSV-1, HSV-2) 
Il virus herpes simplex è il primo herpes virus ad essere stato identificato 
nell’uomo. Si presenta come due sierotipi che possiedono numerose caratteristiche in 
comune, quali determinanti antigenici, elevata omologia del genoma e tropismo cellulare. 
Alcune proteine sono specifiche per ciascuno dei due tipi di virus e ed è possibile 
osservare,  tramite  l’utilizzo  di  enzimi  di  restrizione,  una  distinzione  a  livello   della 
struttura e della organizzazione del DNA. 
Ulteriore distinzione tra i due sierotipi riguarda la modalità di trasmissione. 
L’infezione da HSV-1, di solito limitata all’orofaringe, si contrae per contagio  
interumano diretto da soggetti portatori di lesioni evidenti clinicamente o da soggetti con 
infezioni asintomatiche, che rappresentano l’80-85% dei casi, o eliminatori del virus con 
la saliva. HSV-2 viene trasmesso invece tramite rapporti sessuali o dai genitali materni 
infettati direttamente al neonato durante il parto. 
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L’HSV-1 è il maggiore responsabile delle manifestazioni erpetiche cutanee o 
mucose localizzate nella cute della zona periorale o nella mucosa buccale; mentre l’HSV- 
2 è il maggiore responsabile dell’herpes genitale localizzato nella cute e nelle mucose 
genitali maschili e femminili. L’erpete genitale è di solito causato da HSV-2, ma, in una 
piccola percentuale di casi intorno al 10-15%, può essere implicato anche HSV-1. Sono 
note anche altre manifestazioni cliniche associate ad infezioni da HSV, Figura 13. 
 
 
 
 
Figura 13 Patogenesi di HSV-1 e HSV-2 
(http://www.microbiologia.unige.it) 
 
 
Il danno tissutale associato all’infezione da HSV è causato da una combinazione di 
eventi virali patologici e immunopatologici. Le modificazioni istopatologiche consistono 
in: rigonfiamento delle cellule infette, formazione di corpi inclusi intranucleari acidofili  
di Cowdry di tipo A, formazione di cellule giganti multinucleate. 
Contemporaneamente alla lisi cellulare si assiste alla comparsa di un fluido 
vescicolare contenente virioni infettanti il quale, nella fase di guarigione tende a 
riassorbirsi dando origine a croste che non esitano in cicatrici. 
In seguito all’infezione dell’individuo attraverso lesioni di continuo della cute o 
delle mucose, il virus replica inizialmente nelle cellule epiteliali della sede di infezione 
dando luogo ad infezioni primarie. 
Dopodichè esso invade le terminazioni nervose locali e viene trasportato per via 
assonale retrograda ai gangli radicolari dorsali dove in seguito ad ulteriori cicli replicativi 
entra in fase di latenza e persiste per tutta la vita dell’individuo, Figura 14. 
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Figura 14 Meccanismi di replicazione degli herpes virus 
 
 
Durante la fase di latenza solo pochi geni virali vengono trascritti, viene trascritta 
una regione specifica da cui originano i trascritti associati alla latenza (LAT), ma tali 
RNA non vengono tradotti in proteine. 
L’infezione dell’orofaringe con HSV-1 comporta la fase di latenza nei gangli 
trigeminali (Figura 15), mentre nelle infezioni da HSV-2 essa avviene nei gangli sacrali 
(Figura 16). 
 
 
 
 
Figura 15: HSV-1 Latency 
(slideplayer.it) 
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Figura 16: HSV-2 Latency 
(slideplayer.it) 
 
 
A seguito di vari stimoli come stress, traumi, febbre, esposizione alla luce solare, 
alimentazione scorretta, il virus può essere riattivato [Ackermann et al.,1998; Antonelli et 
al., 2012]; migra, in direzione anterograda lungo la via assonale, in sede periferica, dove 
avviene la replicazione a livello della cute e delle mucose, sedi iniziali di infezione 
primaria. Si assiste quindi alla comparsa delle tipiche lesioni erpetiche, caratteristiche 
dell’infezione primaria. Le infezioni ricorrenti sono generalmente meno gravi, più 
localizzate e di minor durata rispetto agli episodi primari. 
 
1.7 Tropismo cellulare e tissutale delle Herpesviridae 
Le Herpesviridae legano recettori specifici presenti sulla membrana delle cellule 
bersaglio mediante glicoproteine presenti sull’involucro lipoproteico. 
Per quanto concerne HSV, sono coinvolte le glicoproteine pericapsidiche B ,C, D e 
l’eterodimero gH-gL [Campadelli-Fiume G et al., 2012]. Le glicoproteine B e C, nella 
fase iniziale di adsorbimento, interagiscono con alcuni glucosamminoglicani (GAG) 
localizzati sulla superficie cellulare costituiti principalmente dall’eparan-solfato (HS) ma 
anche dal dermatansolfato e dal condroitin-solfato [Laquerre S et al., 1998]. Questo 
legame posiziona la particella virale in modo da facilitare un secondo legame a più alta 
affinità tra la glicoproteina D e specifici recettori cellulari appartenenti a tre classi 
molecolari strutturalmente diversi tra di loro, Figura 17. Il primo di tali recettori ad essere 
stato identificato, HVEM (herpes virus entry mediator) è membro della famiglia di 
recettori  per il TNF/NGF [Montgomery RI et al., 1996]. Il secondo tipo di recettore, 
chiamato nectina-1, è un membro delle nectine che sono molecole di adesione 
intercellulare  membri della superfamiglia delle immunoglobuline ampiamente espressi 
da numerosi tipi cellulari  [Geraghty  RJ  et  al.,  1998].  L’ultimo  tipo  di  recettori  è  O-
S  HS, molecola 
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derivata dall’attività enzimatica di alcune D-glucosaminil O-solfotranferasi presenti 
sull’HS [Campadelli-Fiume G et al., 2007; Shukla D et al., 1999]. 
 
 
 
 
Figura 17 Recettori cellulari legati dalle Herpesviridae 
(eprints.unife.it) 
 
 
 
 
 
Una volta che la glicoproteina D si è legata al proprio recettore, si verificano delle 
modificazioni nella sua struttura che la portano ad interagire con altre glicoproteine (gB, 
gH e gL) formando un complesso proteico e innescando così la fusione del pericapside 
con la membrana cellulare. Le glicoproteine vengono reclutate nel complesso seguendo 
un ordine specifico: gD legata al recettore recluta gB; in seguito il complesso recettore- 
gD-gB recluta gH-gL [Tatiana G et al., 2010]. 
Sia HSV-1 che HSV-2 infettano una varietà di cellule incluse cellule epiteliali,  
fibroblasti, linfociti e neuroni. L’espressione del recettore specifico sulla superficie 
cellulare è uno degli importanti fattori che determinano la suscettibilità delle cellule 
all’infezione di HSV. Il recettore HVEM (conosciuto anche come HveA, TNFRSF14, 
LIGHTR, CD270) è abbondantemente espresso in linfociti, cellule epiteliali e fibroblasti 
ma non è pensato essere espresso nei neuroni. Al contrario, la  nectina-1 (conosciuta  
anche come HveC, PVRL1 e CD111) è altamente espressa in neuroni, cellule epiteliali e 
fibroblasti [Spear PG.,2004; Kening W. et al., 2012]. 
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1.8  Linee cellulari: BGM, KB, Vero 
I virus per la propria replicazione dipendono dalle cellule dell’ospite, pertanto è di 
fondamentale importanza sia in ambito di diagnostica virologica che di ricerca, l’utilizzo 
di linee cellulari suscettibili all’infezione e alla replicazione dei virus. Nel presente lavoro 
si sono utilizzate linee cellulari continue: BGM, KB e Vero. 
La linea cellulare BGM (Buffalo Green Monkey), come la linea cellulare Vero, 
deriva da cellule epiteliali di rene della scimmia verde Africana, precedentemente 
classificata come Cercopithecus aethiops, poi collocata all'interno del genere 
Chlorocebus, che comprende diverse specie [Tanja H et al.,2013]. 
Le BGM sono state caratterizzate per la prima volta nel 1962 [Barron et al.,1970] e 
risultano essere altamente suscettibili a molti virus enterici umani [Dahling1974; Dahling 
e Wright 1985]. 
La linea cellulare KB (oral keratinocyte cells) si pensava inizialmente fosse  
derivata da cellule di carcinoma orale epidermico di un uomo caucasico nel 1954, tuttavia 
recenti studi hanno evidenziando che le cellule KB derivano da contaminazione delle 
cellule HeLa. [Nelson-Rees WA et al., 1981; Ogura H et al., 1993; Lacroix,2008]. 
Nel 1985 Pietri Hugues e collaboratori mostrano come non vi sia differenza tra 
BGM e KB nella quantificazione di PV di tipo 1. 
La linea cellulare Vero è stata sviluppata nel 1962 da Yasumura and Kawakita in 
Chiba, Giappone [Yasumura Y et al., 1988; Nippon Rinsho 21:1209, 1963] 
Le cellule Vero sono suscettibili a tossine batteriche e a vari tipi di virus, come 
influenza virus A e B [Govorkova E. A et al., 1996], PV, morbillo ed altri. Tale linea 
cellulare ha ampiamente contribuito non solo alla ricerca microbiologica ma anche a 
pratiche diagnostiche negli ospedali nonché alla produzione di vaccini umani. 
L’iniziale caratterizzazione delle cellule Vero come substrato per la produzione di 
vaccini è stata eseguita dall’istituto di Marcel Mérieux, ora noto come Sanofi Pasteur. 
Questa compagnia ha ottenuto dal 1980, in Francia, la licenza per la produzione del 
vaccino antipoliomelitico sia inattivato (IPV) che attenuato utilizzando le cellule Vero. A 
livello mondiale, milioni di persone hanno ricevuto tali vaccini da Sanofi Pasteur, in 
particolare il IPV è il più usato negli Stati Uniti [Sheets R, 2000]. 
La sequenza del genoma della linea cellulare Vero è stata determinata dai  
ricercatori giapponesi nel 2014, indicando una possibile derivazione da una femmina di 
Chlorocebus sabaeus. Ulteriormente dall’analisi del genoma si è osservato come, al 
contrario  di altre cellule di  mammifero,  le  cellule Vero, a causa di una  delezione sul 
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cromosoma 12, sono incapaci di produrre interferone di tipo 1 in risposta ad infezioni 
virali, ciò potrebbe essere la causa principale della alta suscettibilità di queste cellule a 
vari tipi di microbi [Naoki O et al., 2014]. Tuttavia sembrano essere sensibili all’azione 
dell’interferone, quindi rispondono normalmente se aggiunto alla coltura [Desmyter J et 
al., 1968]. 
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2   Scopo 
 
 
 
 
 
 
Il presente lavoro di tesi si propone di ottimizzare alcuni aspetti  del protocollo della 
reazione di neutralizzazione ad oggi utilizzato nei laboratori di diagnostica per i tre 
sierotipi di PV (PV1, PV2, PV3) e per i CV di tipo B (B1-B6), valutando il titolo virale 
dei diversi virus in tre linee cellulari: KB, BGM, e Vero. 
Si propone inoltre di allestire un saggio di neutralizzazione per HSV-1 e HSV-2 e di 
valutare il grado di concordanza tra titolo di anticorpi neutralizzanti e anticorpi IgM e IgG 
misurati con metodi immunoenzimatici (ELISA). 
Considerato che sono gli anticorpi ad attività neutralizzante (e la risposta cellulo- 
mediata) efficaci nel combattere le infezioni erpetiche, questo lavoro si prefigge altresì di 
individuare una “complementarietà” tra il saggio di neutralizzazione ed il saggio 
immunoenzimatico ELISA. 
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3 Materiali e Metodi 
 
 
 
 
 
 
3.1 Colture cellulari 
Per la messa in coltura delle linee cellulari KB, BGM e Vero è stato utilizzato un 
terreno di crescita DMEM (Gibco by Life Tecnologies), con opportuna aggiunta di L- 
glutammina e Penicillina-Streptomicina. Le linee cellulari sono state coltivate in fiasche  
da 75 cm
2 
(T75) in un volume di 20 ml di terreno completo al 10% di siero fetale bovino 
(Euroclone) e incubate a 37 °C in atmosfera al 5% di CO2. 
A confluenza, osservabile al microscopio ottico, del 70-80%, è stato tolto il terreno e 
le cellule sono state lavate con tampone fosfato salino (PBS, Sigma). Al fine di favorire il 
distacco cellulare dalla fiasca sono state ulteriormente lavate con 5 ml di soluzione di  
Puck (priva di ioni calcio e magnesio). Conseguentemente è stato aggiunto alla fiasca 1 ml 
di tripsina ed è stata posta in incubatore per 5-10 minuti. Quando le cellule hanno 
cominciato a staccarsi dal substrato, sono stati aggiunti 5 ml di terreno di coltura, quindi si 
è centrifugato per 8 minuti a 1200 RPM. Il pellet è stato risospeso con il terreno di coltura 
e quindi aliquotato in nuove fiasche T75 per una nuova messa in coltura, o eventualmente 
il pellet è stato risospeso con miscela di siero al 5-10% di dimetilsulfossido (DMSO) e 
aliquotata in criovials da 1 ml per il congelamento a -20°C per 24 ore e poi a -80°C. 
Le cellule sono state scongelate diluendo il contenuto delle criovials con 5 ml di 
terreno di coltura, centrifugando quindi a 1200 RPM per 8 minuti (per togliere il residuo  
di DMSO), risospendendo il pellet con 5 ml di terreno da coltura e mettendo in coltura 
come sopra descritto. 
 
3.2 Preparazione dei sierotipi virali 
La linea cellulare KB è stata propagata in fiasche da 75 ml fino ad una confluenza 
dell’ 80%. Dopo eliminazione del terreno di coltura, tale linea cellulare è stata infettata 
con 0,5 ml di sierotipo virale. Tale procedimento è stato effettuato per i tre sierotipi di PV, 
per i sei sierotipi di CV di tipo B (CV B1-B6) e per HSV-1 e HSV-2. 
Le cellule così infettate sono state incubate per 1 ora a 37°C in atmosfera al 5% CO2, 
per permettere l’adsorbimento del virus. 
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Al termine, sono stati aggiunti 20 ml di terreno di coltura al 10% di siero fetale 
bovino e le cellule sono state poste nuovamente in incubatore fino alla comparsa di un 
evidente EC (1-3 giorni). 
Le fiasche sono state poi sottoposte a ripetuti cicli di congelamenti e scongelamenti, 
in modo da permettere il recupero di un maggior numero di particelle virali. 
Successivamente il contenuto delle fiasche è stato centrifugato più volte a 4000g per 20 
minuti per eliminare i residui cellulari, dunque raccolto il surnatante e stoccato in criovials 
da 1 ml a -80°C. 
 
3.3 Titolazione dei sierotipi virali 
La titolazione virale é una tecnica quantitativa che ha lo scopo di determinare la 
concentrazione di particelle virali presente in un campione di un determinato virus. Si può 
distinguere una titolazione fisica ed una titolazione biologica. 
Nell’ambito della titolazione fisica troviamo diverse metodiche, ad esempio il 
conteggio diretto dei virioni al microscopio elettronico e la determinazione tramite PCR 
del numero di copie di acidi nucleici. 
La titolazione fisica fornisce un titolo che non è indice di infettività, per cui è 
probabile avere una sovrastima del titolo stesso; la titolazione biologica consiste invece 
nella valutazione degli effetti biologici specifici prodotti dal virus in esame in un substrato 
sensibile (colture cellulari, cavie, uova embrionale, ecc.), pertanto si arriva ad una 
quantificazione di un effetto specifico che il virus riesce a produrre. 
Tra le tecniche di titolazione biologica troviamo il metodo della diluizione limite, 
utilizzato nel presente lavoro di tesi, dove volumi costanti di diluizioni seriali del virus 
vengono inoculati, per un certo periodo di tempo, in un certo numero di unità di prova 
quali colture cellulari in piastre a pozzetti multipli (vedi figura 18) e si valuta, per ogni 
diluizione, la proporzione delle unità di prova con infezione evidente. 
Tale valutazione viene spesso effettuata identificando l’EC caratteristico del virus in 
esame o determinando la presenza di proteine virali [Flint et al.,2000]. 
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Figura 18 Metodo della diluizione limite 
(Flint et al.,2000) 
 
 
Per una maggiore accuratezza nel calcolo, il titolo viene determinato calcolando la 
dose in grado di produrre un EC nel 50% dei pozzetti inoculati (dose EC50). Possiamo 
infatti notare dalla curva dose-risposta sottostante come intorno alla dose EC50, ad un 
intervallo di circa 10 punti percentuali, e cioè a piccole modificazioni della risposta, 
corrisponda una piccola variazione nella dose di virus, mentre, al contrario, intorno ad una 
risposta ad esempio del 90-100% sono necessari grandi aumenti nella dose di virus per 
produrre lo stesso intervallo di modificazioni della risposta. 
 
1 Curva dose-risposta 
 
In genere, la dose EC50 viene calcolata utilizzando metodi di analisi statistica dei dati 
come la Formula di Reed e Muench o la Formula di Spearman e Karber [Flint et al.,2000]. 
Per standardizzare la titolazione occorre decidere a priori la linea cellulare utilizzata, 
il tempo, ovvero quando esaminiamo l’EC al microscopio ottico invertito ed il volume 
contenente le dosi. Nella U.O. Virologia in cui ho svolto questo lavoro di tesi il titolo 
virale viene espresso come numero di dosi capaci di dare effetto citopatico evidente al 
50% dei pozzetti dopo 5 giorni dall’infezione contenute in 75 µl. 
29  
3.3.1 Formula di Reed e Muench 
 
La formula è la seguente: 
 
 
 
Dove: 
 
M(+ ) = % pozzetti positivi alla diluizione sopra il 50% 
M(50)  = 50% dei pozzetti 
M(-)= % pozzetti positivi alla diluizione sotto il 50% 
I= distanza proporzionale 
Il titolo virale sarà dato da: 
 
50% endpoint titer = 10 
log total dilution above 50% - (I x log h) 
 
 
 
 
 
 
3.3.2 Formula di Spearman e Karber 
La formula è la seguente: 
 
 
 
Dove: 
 
X = Log 10 della più bassa diluizione 
d= Log 10 del fattore di diluizione 
s=  somma delle proporzioni di pozzetti positivi 
 
M    M (50) 
I 
M 
() 
 M 
() 
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 
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
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Nel presente studio, al fine della titolazione sono state effettuate 10 diluizioni seriali 
1:10 delle sospensioni virali di PV1-3, CV B1-B6, HSV-1 e HSV-2. Sono state utilizzate 
piastre da 96 pozzetti (figura 19) ed in ogni pozzetto sono stati aggiunti 75 µl di terreno. 
In ognuna delle 10 file di 8 pozzetti, sono stati aggiunti 75µl delle  10  diluizioni 
virali (una per fila). Nelle ultime due file sono stati invece aggiunti ulteriori 75µl di  
terreno di coltura rappresentando così il controllo negativo. 
Per ogni piastra sono stati predisposti 5 ml di sospensione cellulare al 50% di siero 
fetale bovino e 50% di terreno di coltura in modo tale da contenere 8000-10000 cellule in 
50 µl, quindi in ciascun pozzetto ne sono stati dispensati 50 µl. 
 
 
 
Figura 19 Piastra a 96 pozzetti 
 
 
Per ogni sospensione virale è stata effettuata la titolazione in triplicato sfruttando tre 
diverse linee cellulari, KB, BGM e Vero. Le piastre sono state quindi incubate per 5 giorni 
a 37°C al 5 % CO2. Si è quindi proceduto alla lettura, tramite microscopio ottico, 
dell’eventuale EC caratteristico presente ed alla identificazione del titolo virale, 
applicando la formula di Reed e Munch. 
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3.4 Reazione di Neutralizzazione 
Il saggio di neutralizzazione è un metodo sierologico in grado di determinare 
quantitativamente (titolare) gli anticorpi neutralizzanti presenti in un campione sfruttando 
la loro caratteristica di interferire e bloccare l’infettività del virus. 
Gli anticorpi neutralizzanti sono un sottoinsieme di anticorpi capaci di neutralizzare 
l'infettività del virus, che viene quindi classicamente determinata visualizzando, con 
microscopio ottico, la presenza di un EC. E’ possibile utilizzare altri sistemi rilevatori 
come l’immunofluorescenza o la PCR. 
Tramite i test di neutralizzazione è stato possibile definire sierotipi virali come ad 
esempio quelli di PV. La definizione dei sierotipi virali è uno strumento utile sia in termini 
di classificazione, sia (di potenziale importanza) per lo sviluppo di vaccini che per una 
efficacia completa devono includere tutti i sierotipi virali del virus stesso [Flint et 
al.,2000]. 
In linea molto generale, la reazione di neutralizzazione prevede: una manipolazione 
dei sieri da analizzare, i quali vengono trattati in modo da inattivare la catena del 
complemento (ovvero vengono scomplementati); una manipolazione dei virus; una messa 
a punto del sistema rilevatore che nella fattispecie si tratta di una linea cellulare e infine la 
lettura dell’eventuale EC al microscopio ottico. 
In particolare, nel presente lavoro, sono stati usati sieri di 58 pazienti con una varia 
concentrazione di anticorpi IgM e IgG contro HSV-1 e HSV-2 determinati con test ELISA 
(Enzygnost Anti HSV/IgM-IgG, Siemens). 
I sieri sono stati diluiti 1:8 con terreno di coltura e sono stati incubati a 56°C per 30 
minuti a bagnomaria per inattivare la catena del complemento. 
Una piastra da 96 pozzetti è stata suddivisa verticalmente in due parti in modo da 
poter effettuare il test di neutralizzazione per i due sierotipi di HSV e suddivisa 
orizzontalmente in sei parti in modo da poter effettuare il test in doppio di sei sieri (vedi 
figura 20). 
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Figura 20 
Suddivisione verticale e orizzontale della piastra 
 
 
Sono stati poi aggiunti 75 µl di terreno per pozzetto, a meno della prima colonna 
dove sono stati invece aggiunti 100µl di siero; nelle coppie di pozzetti riservate ad ogni 
paziente (figura 21). 
 
 
 
Figura 21 
Aggiunta del siero 
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Successivamente (figura 22), 25 µl di siero sono stati trasferiti nella seconda colonna 
e dopo aver miscelato, altri 25 µl sono stati trasportati nella terza e nella quarta colonna in 
modo da ottenere diluizioni seriali da 1/8 a 1/32 a 1/ 128 e a 1/512 nel 4° ed ultimo 
pozzetto a disposizione. Dopo l’ultimo trasporto, i 25 µl in più presenti nella quarta 
colonna sono stati gettati in modo che tutti i pozzetti contenessero 75 µl di siero alle 
diluizioni sopra descritte. Ciò è stato ripetuto anche per l’altra metà della piastra. 
 
 
 
Figura 22 
Diluizioni del siero 
 
 
 
 
Sono stati aggiunti 75µl della sospensione virale contenente 100 dosi EC50 (100 
DEC50): HSV-1 nelle prime 4 colonne e HSV-2 nelle restanti. Le piastre sono quindi state 
incubate per 1 ora a 37 °C al 5% di CO2. E’ stato utilizzato il pozzetto A12 come controllo 
negativo. 
Al fine di avere un controllo dell’attività virale, in una piastra a 96 pozzetti sono  
stati dispensati 75 µl di terreno di coltura e considerando 16 pozzetti per ogni sierotipo 
virale, sono stati aggiunti in quadruplicato 75 µl di una diluizione virale contenente 
rispettivamente 100 DEC50, 10 DEC50,1 DEC50, 0,1 DEC50 (figura 23). 
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Figura 23 
Controllo dell’attività virale 
 
Quindi sono state dispensate in ciascun pozzetto 50µl di cellule Vero (8-10 x 10
3
) e 
poste in incubatore per cinque giorni a 37 °C al 5% di CO2, e poi lette al microscopio 
ottico invertito 100X. 
Il risultato teorico dell’attività virale nei pozzetti di controllo è mostrato nella  figura 
24. Il segno “+” indica i pozzetti con EC, al contrario il “-” indica una sua assenza. Nei 
pozzetti dove sono state aggiunte 100 e 10 dosi EC50 ci si aspetta che le cellule siano tutte 
morte mentre le cellule saranno morte nella metà dei pozzetti dove è stata aggiunta 1 dose 
EC50  e vive in quei pozzetti dove sono state aggiunte solo 0,1 dosi EC50  di virus. 
 
 
Figura 24 
Risultato teorico dell’attività virale
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3.5 Analisi statistica  
Per valutare il grado di concordanza tra la reazione di neutralizzazione ed il saggio 
immunoenzimatico ELISA è stato applicato l’indice di accordo tra valutazioni, la Kappa 
di Cohen. 
 Tale indice tiene conto soltanto dei valori di concordanza tra due test ed ha un 
valore significativo se compreso tra o e 1. La formula è la seguente: 
 
 
Dove: 
po=  accordo osservato, pe= accordo dovuto al caso 
 
Per ottenere una interpretazione come stima di Agreement del valore di k ottenuto, è 
stata utilizzata la griglia di valutazione (sotto riportata) proposta da J. Richard Landis e 
Gary G. Koch del 1977. 
 
 
 
 
Figura 25 Griglia di valutazione di Landis e Koch 
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4   Risultati 
 
 
 
 
 
 
4.1 Titolazione dei sierotipi virali 
Applicando la formula di Reed e Munch è stato calcolato il titolo virale di PV1-3, 
CV B1-B6, HSV-1 e HSV-2, nelle diverse linee cellulari: KB, BGM e Vero. I singoli 
valori sono riportati nella tabella 1. 
 
 
Tabella 1 Valore dei titoli virali di PV, CV B e HSV per ogni linea cellulare 
 
 
Tit. KB BGM Vero 
 
PV1 
 
10
6,89
 
 
10
6,66
 
 
10
6,20
 
 
PV2 
 
10
6,33
 
 
10
5,66
 
 
10
5,38
 
 
PV3 
 
10
6,50
 
 
10
7,20
 
 
10
5,58
 
 
HSV1 
 
10
4,80
 
 
10
5,50
 
 
10
6,66
 
 
HSV2 
 
10
3,20
 
 
10
4,20
 
 
10
4,50
 
 
CVB1 
 
10
9,08
 
 
10
8,33
 
 
10
4,20
 
 
CVB2 
 
10
5,66
 
 
10
7,50
 
 
10
7,33
 
 
CVB3 
 
10
7,50
 
 
10
7,50
 
 
10
4,80
 
 
CVB4 
 
10
5,33
 
 
10
6,80
 
 
10
5,80
 
 
CVB5 
 
10
5,66
 
 
10
7,33
 
 
10
5,50
 
 
CVB6 
 
10
5,66
 
 
10
7,50
 
 
10
3,80
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Per quanto riguarda PV1, riportando graficamente i risultati dei valori dei titoli virali ottenuti 
nelle tre linee cellulari considerate, osserviamo una differenza del titolo nelle tre linee 
cellulari. La linea cellulare Vero sembra corrispondere ad un titolo virale più basso rispetto 
alle KB e alle BGM, grafico 1. 
 
 
Grafico 1 Titolo PV1 in KB, BGM, Vero 
 
Anche per PV2, Grafico 2, osservo diversi titoli nelle tre linee cellulari, in particolare un 
titolo più alto nelle KB ed un titolo più basso nelle Vero. Da notare che in ordinata vi è il 
Log (Titolo). 
 
 
Grafico 2 Titolo PV2 in KB, BGM, Vero 
 
Per PV3 osservo, ancora una volta, una diversità del titolo nelle tre linee cellulari, in 
particolare le BGM sembrano essere associate ad un titolo più alto. 
 
1 
3 
5 
7 
KB BGM Vero 
Log 
(Titolo) 
PV1 
 1,00  
 3,00  
 5,00  
 7,00  
KB  BGM  Vero  
Log 
(Titolo) 
PV2  
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Grafico 3 Titolo PV3 in KB ,BGM, Vero 
 
Se andiamo a osservare il titolo virale ottenuto per CV B, appartenente come PV alla 
famiglia delle Picornaviridae, notiamo ancora una volta, per ogni sierotipo, una diversità del 
titolo nelle tre linee cellulari considerate. In particolare: 
- Per CV B1,osservo un titolo più basso nella linea cellulare Vero, Grafico 4; 
 
 
Grafico 4 Titolo CV B1 in KB, BGM, Vero 
  
 -    
 2,00  
 4,00  
 6,00  
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KB  BGM  Vero  
Log 
(Titolo) 
PV3  
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Log 
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- Per CV B2, osservo un titolo virale più basso nella linea cellulare KB, Grafico 5; 
 
 
Grafico 5 titolo CV B2 in KB, BGM, Vero 
 
- Per CV B3, notiamo, ancora una volta, un titolo più basso nelle Vero, Grafico 6; 
 
 
Grafico 6 Titolo CV B3 in KB, BGM, Vero 
 
- Per CV B4, osservo un titolo più basso nelle KB e più alto nelle BGM, Grafico 7; 
 
 
Grafico 7 Titolo CV B4 in KB, BGM, Vero 
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- Per CV B5, osserviamo un titolo più alto nelle BGM, Grafico 8; 
 
 
Grafico 8 Titolo CV B5 in KB, BGM, Vero 
 
- Per CV B6, osserviamo un titolo più alto nelle BGM e più basso nelle Vero, Grafico 
9. 
 
 
Grafico 9 Titolo CV B6 in KB, BGM, Vero 
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Se andiamo a osservare il titolo ottenuto per i due sierotipi di HSV, notiamo per entrambi un 
titolo virale maggiore nella linea cellulare Vero, Grafici 10 e 11. 
 
 
 
Grafico 10 Titolo HSV-1 in KB, BGM, Vero 
 
 
 
Grafico 11 Titolo HSV-2 in KB, BGM, Vero 
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4.2 Reazione di neutralizzazione contro HSV-1 e HSV-2 
E’ stata effettuata la reazione di neutralizzazione contro HSV-1 e HSV-2 per 58 
sieri di pazienti saggiati con metodo ELISA (per la rilevazione di anticorpi IgM e IgG 
contro HSV-1 e HSV-2). Nella tabella 8 sottostante sono indicati i valori del titolo 
anticorpale ottenuti tramite tale test e tramite test ELISA. Nella tabella 9, analisi di altri 
sieri. 
 
Tabella 8 Valori anticorpali per 58 pazienti 
 
 
Paz. 
 
Ac neutr. HSV-1 
 
Ac neutr. HSV-2 
 
IgG HSV 
 
IgM HSV 
1 512 64 11402 RIL 
2 256 64 58680 NR 
3 512 32 39449 Dubbio 
4 256 16 18255 NR 
5 256 16 15720 NR 
6 512 8 15395 NR 
7 ˂ 8 ˂ 8 NR NR 
8 ˃ 512 ˂ 8 6111 Dubbio 
9 512 8 5711 NR 
10 512 16 24658 NR 
11 256 16 6912 NR 
12 ˃ 512 256 18982 NR 
13 ˃ 512 64 14442 NR 
14 ˂ 8 ˂ 8 NR NR 
15 ˃ 512 128 31509 NR 
16 512 16 24749 NR 
17 512 64 24349 NR 
18 512 16 14850 NR 
19 ˃ 512 64 23872 NR 
20 ˃ 512 16 18255 NR 
21 16 < 8 14850 NR 
22 16 8 24749 NR 
23 32 8 20769 NR 
24 128 < 8 39369 NR 
25 64 < 8 23501 NR 
26 64 8 32105 NR 
27 16 < 8 8785 NR 
28 32 < 8 22939 NR 
29 256 < 8 31375 NR 
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30 32 16 31621 NR 
31 < 8 < 8 NR NR 
32 16 < 8 4190 Dubbio 
33 16 < 8 12768 Dubbio 
34 64 8 8080 NR 
35 < 8 < 8 NR NR 
36 8 < 8 NR NR 
37 8 < 8 NR NR 
38 < 8 < 8 NR NR 
39 64 < 8 9112 NR 
40 < 8 < 8 NR Dubbio 
41 32 < 8 23832 NR 
42 < 8 < 8 781 Dubbio 
43 < 8 < 8 NR NR 
44 16 < 8 11622 NR 
45 32 < 8 18330 NR 
46 < 8 < 8 NR NR 
47 64 < 8 891 NR 
48 64 < 8 16631 NR 
49 < 8 < 8 NR NR 
50 16 < 8 11023 NR 
51 32 < 8 10155 NR 
52 8 < 8 1812 NR 
53 < 8 < 8 407 NR 
54 < 8 < 8 399 NR 
55 64 < 8 15021 NR 
56 128 < 8 32566 Dubbio 
57 < 8 < 8 NR NR 
58 < 8 < 8 NR NR 
 
 
Tabella 9 Titolo anticorpale ottenuto tramite reazione di neutralizzazione ed ELISA per 
diversi campioni 
 
Prova 2 
Campioni 
1 2 3 4 5 6 7 
Ac neutr. HSV-1 256 256 > 512 > 512 > 512 16 > 512 
Ac neutr. HSV-2 16 16 64 64 256 16 64 
IgG HSV 12960 27814 26542 56830 Dubbio 202886 13427 
IgM HSV NR NR NR NR NR RIL NR 
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4.3 Analisi statistica  
I valori dei titoli anticorpali ottenuti per 58 sieri sono stati raggruppati nelle 
seguenti categorie: 
 Bassi (ELISA: fino a 1000; Neutralizzazione: < 8) 
 Medi (ELISA: 1001-20000; Neutralizzazione: 8-256) 
 Alti (ELISA: maggiori di 20000; Neutralizzazione: maggiori uguali a 512) 
 
 
Tabella 9 Raggruppamento dei titoli nelle diverse categorie, in 
giallo i casi di concordanza tra i due test 
 
 Reazione neutralizzazione  
Bassi Medi Alti Tot. 
 
 
ELISA 
Bassi 14 3 0 17 
Medi 0 16 8 24 
Alti 0 7 10 17 
 Tot. 14 26 18 58 
 
 
Nella tabella 10 troviamo i valori delle fe relativi alla tabella 9. 
 
 
Tabella 10 Valori della fe relativi alla tabella sopra, in giallo i valori della fe dei valori di concordanza 
 
 
 
 
 
 
Con i dati delle tabelle 9 e 10 di cui sopra è stato calcolato il valore della Kappa di 
Cohen pari a 0,52459, corrispondente ad un “moderato accordo” tra i due tipi di test 
considerati.  
 
4,103448 7,62069 5,275862 
5,793103 10,75862 7,448276 
4,103448 7,62069 5,275862 
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5   Discussione 
 
 
 
 
 
 
Per comprendere la patogenesi di una infezione è importante non solo conoscere i 
meccanismi di infezione dell’agente infettante ma anche conoscere i meccanismi di difesa 
attuati dall’ospite. Nell’ambito delle infezioni virali, un ruolo fondamentale di 
contenimento è svolto dagli anticorpi neutralizzanti che prevengono l’adesione e 
l’ingresso del virus nella cellula bersaglio attraverso il loro legame a specifiche proteine di 
superficie del virus. 
La risposta umorale virus-specifica, ovvero la produzione di anticorpi, riveste un 
ruolo considerevole nell’ambito della diagnosi delle infezioni virali in quanto prevedibile 
nel corso dell’infezione. Tra le tecniche immunologiche per la ricerca di anticorpi 
antivirali diretti contro antigeni virus-specifici troviamo diversi sistemi, tra cui saggi di 
legame immunoenzimatici, e saggi funzionali come la reazione di neutralizzazione. 
Ad oggi nei laboratori vengono maggiormente utilizzati metodi immunoenzimatici 
in quanto automatizzabili, standardizzabili e altamente specifici e sensibili. Al contrario, 
l’alto costo e l’elevata laboriosità della reazione di neutralizzazione la rendono poco 
utilizzabile in laboratori di primo livello. Nonostante questo, dobbiamo considerare 
l’importanza di quest’ultima tecnica nella definizione di sierotipi virali e del livello di 
protezione nei confronti di un’infezione virale. Il test di neutralizzazione, infatti, è 
considerato il “gold standard” delle metodiche sierologiche, soprattutto nella valutazione 
delle risposte immuni indotte da vaccinazioni [Antonelli et al.,2012]. 
Nella prima parte del presente lavoro di tesi, si è cercato di ottimizzare alcuni 
aspetti del saggio di neutralizzazione per CV di tipo B e per i tre sierotipi di PV, 
calcolando i titoli virali in tre linee cellulari: KB, Vero e BGM. Ulteriormente, nelle 
suddette cellule, abbiamo calcolato il titolo virale di HSV- 1 e HSV-2. 
Dai dati ottenuti, applicando la formula di Reed e Muench, osserviamo come i 
singoli sierotipi di PV, di CV B e di HSV abbiano un titolo virale diverso nelle tre linee 
cellulari considerate. Riflettendo quindi, probabilmente, una maggiore o minore 
suscettiblità e/o permissività di tali cellule per i sierotipi valutati. 
La più o meno marcata diversità di questi titoli, potrebbe essere spiegata in termini 
di diversi meccanismi recettoriali e/o diversi meccanismi biosintetici delle tre linee 
cellulari considerate per i sierotipi di PV, di CV B e di HSV. 
Questo studio pone le fondamenta ad ulteriori analisi sia per avere una conferma di 
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questi dati, e quindi avere un importante supporto statistico, sia per capire, laddove si 
abbiano effettivamente delle differenze, quali sono i meccanismi che ne stanno alla base. 
Altresì, individuiamo una diversità nell’andamento dei titoli ottenuti nelle tre linee 
cellulari non solo, come c’ è da aspettarsi, tra due famiglie di virus diverse 
(Picornaviridae e Herpesviridae) ma anche all’interno di una stessa famiglia come 
possiamo vedere dai risultati dei titoli per i picornavirus, in particolare per CV B i cui 
sierotipi risultano avere un andamento del titolo diverso tra loro. Anche questa evidenza è 
ulteriore oggetto di studio. 
Abbiamo parlato, nello scopo di questo lavoro, di ottimizzare alcuni aspetti del 
saggio di neutralizzazione contro CV B e PV effettuato attualmente presso i laboratori di 
diagnostica; in questo senso, se a seguito di ulteriori indagini statistiche si riesca a trovare 
una linea cellulare che porti, per CV B e PV, ad un titolo virale maggiore rispetto alle 
cellule KB attualmente utilizzate (per la reazione di neutralizzazione) nella U.O. di 
Virologia Universitaria presso l’AOUP, si potrebbe pensare ad un suo utilizzo al posto 
delle KB. Ciò potrebbe essere molto rilevante nella riduzione del tempo di diagnosi di 
laboratorio, a beneficio del clinico e del paziente. Si potrebbe pensare ad una riduzione, 
ad esempio di 24 h, del tempo di incubazione adesso fissato a 5 giorni. 
Titolando gli HSV-1 e -2, osserviamo un titolo diverso dei due virus coltivati nelle 
tre linee cellulari. In particolare il titolo maggiore (e quindi probabilmente una maggiore 
suscettibilità e/o permissività) sembra ritrovarsi con le cellule Vero. Queste cellule sono 
state quindi utilizzate per mettere a punto un saggio di neutralizzazione per HSV-1 e 
HSV-2 che costituisce la seconda parte di questa tesi. 
A seguito della valutazione del grado di concordanza tra tale reazione di 
neutralizzazione ed il saggio immunoenzimatico ELISA per la ricerca di anticorpi contro 
HSV-1 e HSV-2 delle classi IgM e IgG, si ricava un “moderato accordo” tra i due test. 
Ciò porta a concludere che questa analogia non sia oggettivamente sufficiente da ritenere 
questi due test interscambiabili. 
Andando ad analizzare nel dettaglio i risultati dei titoli anticorpali ottenuti con i 
due metodi per diversi sieri, vi sono situazioni in cui ad alto titolo di IgG corrisponde un 
basso titolo di anticorpi neutralizzanti. Considerata l’efficacia degli anticorpi ad attività 
neutralizzante nel combattere le infezioni erpetiche, si evidenzia in tal modo 
l’importanza della reazione di neutralizzazione nell’individuazione di quanti anticorpi, in 
un campione, siano opportunamente neutralizzanti. 
Ulteriormente, di maggior rilievo, si evidenziano situazioni nelle quali si ha un 
basso valore di IgG ma un alto valore di anticorpi neutralizzanti. 
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Confrontando i due test per ulteriori sieri di pazienti, Tabella 9 nei Risultati 
osserviamo come è possibile evidenziare ancora una volta situazioni nelle quali si ha un 
alto titolo di anticorpi neutralizzanti a raffronto con IgG dubbie (in giallo). 
Alla luce di questi dati si individua una necessaria complementarietà tra la reazione 
di neutralizzazione ed il saggio immunoenzimatico ELISA. Pertanto, in casi patologici 
particolari e in donne in gravidanza (considerato che gli herpesvirus fanno parte del 
Complesso Torch) risulta importante a livello diagnostico l’utilizzo di entrambe le 
tipologie di test. 
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6 Conclusione 
 
 
 
 
 
 
Sulla base dei dati ottenuti è possibile concludere che si ha: 
 
- Un titolo virale dei tre sierotipi di PV, dei sei sierotipi di CV B e di HSV -1 e HSV-2 
diverso nelle linee cellulari KB, BGM, Vero; 
 
- Un “moderato accordo” tra la reazione di neutralizzione ed il test ELISA. 
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7 Prospettive future 
 
 
 
 
 
 
Alla luce dei risultati ottenuti ci proponiamo di: 
 
 
 Confermare, e verificare statisticamente, le diversità ottenute dei titoli di ogni 
sierotipo di PV di CV B e di HSV nelle tre linee cellulari utilizzate; 
 Verificare se è possibile, attraverso l’utilizzo di una linea cellulare che porta ad un 
maggior titolo virale, diminuire il tempo di diagnosi di laboratorio del saggio di 
neutralizzazione per CV di tipo B e per PV; 
 Individuare a livello molecolare quali sono i fattori, sia in termini di suscettibilità 
che di permissività, che determinano una differenza, laddove sia eventualmente 
presente, del titolo virale di PV, CV B e HSV nelle linee cellulari KB, Vero, BGM. 
. 
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